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RESUMO

A utilizacdo da técnica de GCxGC-TOFMS possibilitou a caracterizacao abrangente
em nivel molecular dos compostos organicos de uma amostra de testemunho de sedimento
de lagoa costeira, sendo agrupados entre as classes: hopanoides, esteroides, esterenos,
olefinas, alcoois, n-alcanos e cetonas. O estudo partiu de analises em triplicata da amostra
por um método convencional com coluna D de 30 m e da aplicacdo de um planejamento
fatorial 22 com ponto central em um conjunto de métodos fast com coluna D de 10 m para
a técnica de GCxGC-TOFMS para a avaliacdo das variaveis referentes ao espectrometro
de massas (voltagem da fonte de ionizacdo e taxa de aquisi¢do). Foram aplicados testes
estatisticos, como andlise de variancia, método de superficie de tendéncia e graficos de
Pareto avaliando-se como variaveis-resposta a relacdo sinal/ruido de ions diagndsticos e
moleculares, bem como a concentracdo obtida para cada classe em seus respectivos
ensaios. As analises realizadas pelo método convencional permitiram a obtencdo dos
valores de intervalo de confianca a 95% de confianca para a concentragéo total de cada
uma das classes, bem como o calculo do desvio padréo relativo (DPR%), em que os valores
determinados ndo excederam 10%, além disso a determinacg&o do valor p indicou que as 3
analises sdo estatisticamente equivalentes. A comparacao das concentracdes obtidas no
meétodo convencional com os métodos fast por andlise de variancia 1 fator indicou que os
meétodos utilizando 70 e 50 eV séo estatisticamente equivalentes ao método convencional
para todas as classes analisadas. O comparativo entre os métodos fast pelos graficos de
pareto usando a relagcdo S/N como resposta indicou que somente a variavel voltagem foi
significativa para a obtencao de melhores relacdes S/N dos ions diagnosticos para a classe
de esteroides, o que nao foi observado tanto para as demais classes, quanto para a relacao
S/N do ion molecular. J& pelo método da superficie de tendéncia foi observado que as
relacdes S/N tanto de ions diagnosticos quanto moleculares ha uma indicacdo da condicdo
experimental mais otimizada, correspondendo ao método de 70 eV e 300 espectros s para
grande parte das classes analisadas. O estudo proposto mostrou que mudanca de um
método convencional por um fast resultou na diminuicdo do tempo de andlise de 60 para
20 min, mantendo-se a resolucdo cromatografica em valores suficientemente bons para
uma boa separacéo, além da indicacdo do método fast mais adequado e estatisticamente

equivalente ao convencional, correspondendo ao método fast 70 eV e 300 espectros s™.
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1. INTRODUCAO

1.1. PARQUE NACIONAL DA RESTINGA DE JURUBATIBA - LAGOA DAS GARCAS

O Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (PNRJ) é uma Unidade de
Conservagédo instituida em 29 de abril de 1998, localizada ao longo da faixa costeira
nordeste do estado do Rio de Janeiro (Figura 1), abrangendo parte dos municipios de
Macaé, Carapebus e Quissama. O PNRJ possui um total de 18 lagoas costeiras distribuidas
ao longo de seus 44 km de extensédo. As lagoas se diferenciam em decorréncia de fatores
como salinidade, comprimento e perenidade, além de representar o trecho de restinga mais
bem conservada de toda a costa fluminense (CARAMASCHI et al., 2004; FOLHARINI et
al., 2020).
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Figura 1. Mapa da regido do Parque Nacional da restinga de Jurubatiba (em vermelho) com fotografia aérea da
Lagoa das Gargas, Quissama. Adaptado de ICMBio (2007).

Localizada no municipio de Quissama, a Lagoa das Garcas faz parte do sistema de
lagoas costeiras da unidade de conservacéo, sendo esta a que apresenta maior distancia
ao mar. E uma lagoa doce de pequeno porte e regime temporario, apresentando um fundo
lamoso, com uma coluna d’agua de aproximadamente 40 cm de profundidade e uma area

de 0,64 km?2. Localiza-se em uma regiéo de restinga entredunas com poucas areas planas,
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0 gque permite a formacéo de pogas resistentes ao periodo de estiagem, que sdo mantidas
pelo lencol freatico (CARAMASCHI et al., 2004).

1.2. ECOSSISTEMA COSTEIRO E MATERIA ORGANICA

As restingas sao habitats caracteristicos do bioma da Mata Atlantica que ocorrem
paralelamente a costa e sdo constituidos por um conjunto de ecosistemas de comunidades
vegetais fisioldgicamente distintas localizadas em terrenos arenosos que podem ter origem
marinha, lagunar, fluvial e/ou edlica. Esses terrenos podem ter depressdes que dao origem
a ecosistemas aquaticos, como os de lagoas costeiras (CONAMA, 1999; ENRICH-PRAST
et al., 2004).

As lagoas costeiras apresentam altas taxas de produtividade primaria e secundaria,
sendo ambientes comuns em planicies costeiras ao longo do globo, ocupando cerca de
13% de areas litoraneas. Sao definidas como um corpo aquatico raso e separado do oceano
por uma barreira que apresenta uma conexao intermitente com o mesmo. Sua formacéo é
dependente de fatores como o histérico do nivel do mar, a hidrodinAmica da costa e
amplitude das marés, que influenciam na formacé&o de barreiras (DAY et al., 1982; ENRICH-
PRAST et al., 2004).

Esses ambientes apresentam a estratificacdo térmica da coluna d’agua como
fenbmeno fundamental em sua dindmica (Figura 2). Ela ocorre devido a ma distribuicao de
calor, com isso apresentam trés camadas distintas: epilimnio (superficial e de aguas menos
densas e mais quentes), metalimnio (por¢éo intermediaria que apresenta um gradiente de

temperatura) e hipolimnio (de 4guas mais densas e mais frias) (GONCALVES, 2001).

Temperatura

B e s

EPILIMNIO

METALIMNIO

Figura 2. Representagdo esquematica da estratificagéo térmica da coluna d’agua de um sistema
lacustre. Gongalves (2001).
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Apesar da sua alta produtividade, lagoas costeiras sdo consideradas fendbmenos de
curta durabilidade em escala geoldgica, podendo apresentar grandes variacdes em seu
nivel ao longo do tempo, 0 que ocasiona em graus de salinidades diversos. As variacfes
em seus niveis se relacionam com a taxa de sedimentacdo e com o acumulo de materia
organica (MO) no sedimento (ESTEVES, 1998; ENRICH-PRAST et al., 2004).

Apesar dessa intensa mineralizacdo da matéria organica, alguns compostos,
denominados biomarcadores (Figura 3), permanecem inalterados ou sofrem poucas
mudancas em suas estruturas moleculares durante os processos diagenéticos, como
terpanos pentaciclicos e esterois. A partir da determinacéo dessas substéncias e de suas
concentracdes é possivel correlaciona-las a seus precursores e com a origem deposicional
dos sedimentos (EGLINTON e CALVIN, 1967).

A B c

Figura 3. Estruturas quimicas de algunas substancias encontradas em sedimentos, dentre elas
uma parafina (A) n-alcano Cig, € dois biomarcadores (B) terpano pentaciclico (hopano) e (C)
esterol (estigmasterol).

7

Dessa forma, a determinacdo dessas substancias € muito importante para a
geoquimica ambiental, que envolve estudos sobre a origem, transporte, alteracéo e destino
final de compostos organicos, permitindo a caracterizagdo de ambientes aquaticos
(MARTINS, 2007). Por esta razao, diversos trabalhos com enfoque na caracterizacao de
ambientes aquaticos a partir de biomarcadores foram realizados utilizando técnicas
cromatograficas, como LOPES et al. (2021) que fez uso de cromatografia gasosa com
deteccdo por ionizagdo em chama (GC-FID), cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) e cromatografia gasosa acoplada a forno de
combustéo e espectrdmetro de massas de razao isotopica (GC-C-IRMS) para determinar
fatores como a fonte de biomassa predominante e concentragdo de oxigénio a partir da

matéria organica de sedimentos de lagos da Amazonia brasileira.
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1.3. CROMATOGRAFIA GASOSA

1.3.1. Da GC a GCxGC

A cromatografia gasosa unidimensional (GC) € uma técnica analitica bastante util
para a separacao e determinacdo de compostos semi volateis com uma boa capacidade de
pico, separando entre 100-150 picos ou mais em uma Unica analise. Por meio dessa técnica
€ possivel identificar e quantificar compostos organicos de misturas com boa resolucao,
precisdo e robustez. Entretanto, amostras de matrizes como alimentos, petroquimicos e
ambientais sdo muito complexas, contendo muitos compostos com pressdes de vapor que
nao diferem o suficiente, fazendo com que ocorram coeluicbes (RAMOS e BRINKMAN,
2009; ADAHCHOUR et al., 2006).

Considerando-se as limitacdes da cromatografia gasosa unidimensional (GC), uma
forma de aumentar o poder de separacdo foi o acoplamento de duas colunas
cromatograficas por meio de uma interface, dando origem a técnicas cromatograficas mais
avangadas, tais como a cromatografia gasosa multidimensional (MDGC) e a cromatografia
gasosa bidimensional abrangente (GCxGC) (RAMOS e BRINKMAN, 2009; ADAHCHOUR
et al., 2006).

Ambas as técnicas supracitadas fazem uso de duas colunas cromatograficas de
mecanismos de separacédo distintos e conectadas em série por uma interface. No caso da
MDGC, a interface que conecta as colunas € denominada heartcut, que direciona uma
determinada fracdo do eluente da primeira dimenséo para um detector, ou para a segunda
dimenséo, onde ocorre uma segunda separacdo. Ja no caso da a cromatografia gasosa
bidimensional abrangente (GCxGC), a interface entre as colunas é chamada modulador,
sendo capaz de focalizar e reinjetar todo o eluente da primeira dimenséo para a segunda,
ocorrendo uma outra separac¢ao, sendo portanto uma técnica abrangente, o que aumenta
significativamente a resolucdo para todos o0s constituintes da amostra e minimiza
coelugdes, permitindo uma andlise mais abrangente da amostra (RAMOS e BRINKMAN,
2009).

Assim como a cromatografia gasosa unidimensional, a GCxGC apresenta
parametros importantes que se relacionam com a qualidade da separagdo cromatogréfica,
como a resolucdo (Rs), a eficiencia (N) e a seletividade (o). A resolugdo € mensurada
separadamente para as colunas da primeira e segunda dimensdes a partir dos tempos de
retencdo e a largura do pico na linha de base (w,) de dois picos consecutivos, usando a

equacao 1:

13



Equacéo 1. Resolucdo cromatografica

_ tr2 — tr1
(Wp, + Wb1)/2

Rs

A resolucao total do sistema é dada pela raiz quadrada da soma dos quadrados das
resolucdes das colunas (equacéo 2), resultando sempre em um valor maior ou igual ao
maior valor de resolucéo individual das colunas:

Equacéo 2. Resolugdo cromatogréafica bidimensional

GC X GC Rs = \/(1PR,)? + (2PR,)?

Um valor de Rs > 1 € o minimo para a uma separacdo mensuravel e uma
qguantificacdo adequada. Um valor de Rs > 0,6 € necessario para diferenciar um vale entre

dois picos de mesma altura.

A eficiencia é obtida relativamente a um analito, podendo ser mensurada pelo
namero de pratos tedéricos (N), de modo que quanto maior o valor de N, melhor a eficiencia,
ou pela altura equivalente a um prato tedricos (H), sendo inversamente proporcionais, como
mostrado abaixo. A eficiencia (N) é inversamente proporcional a largura da base do pico
cromatografico. Quanto mais fino o pico, maior a altura do pico, menor a largura do pico e
entdo, maior a eficiencia N do sistema cromatografico para o analito em avaliacdo (LANCAS
e McNAIR, 1983).

Equacéo 3. Numero de pratos tedricos

N—16(tR>2
=16 (i

Equacédo 4. Altura equivalente a um prato tedrico

H_L
"N

A seletividade (a), também denominada de separacédo, € medida a partir da razéo
entre os valores do tempo de retencdo de dois picos consecutivos, a partir das equacoes 5
e 6, de modo que se a seletividade tem seu valor maior que 1, melhor serd a separacao
alcancada (LANCAS e McNAIR, 1983).
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Equacdo 5. Seletividade

tr2
a=—
tr1

Equacdao 6. Seletividade bidimensional

GC X GC a = /(Pa)? + (2Pa)?

A GCxGC também apresenta caracteristicas préprias, como ortogonalidade, que se
relaciona com o0s mecanismos de separacdo do conjunto de colunas cromatograficas
utilizado, sendo maior para mecanismos estatisticamente independentes (SANZ, 2009;
ADAHCHOUR et al., 2006).

Aliada a boa resolucdo cromatografica, a hifenacdo da cromatografia gasosa
bidimensional abrangente (GCxGC) com um espectrdmetro de massas por tempo de voo
(TOFMS), que apresenta taxas de aquisicdo de até 500 Hz, resulta em uma ferramenta
analitica poderosa para a deteccdo, identificacdo e quantificacdo de substancias em
misturas complexas. A técnica hifenada é considerada um sistema de quatro dimensoes,
tendo os tempos de retencéo da primeira e segunda dimensdes (tr e 2tr), a intensidade do
analito e a informagéo do seu espectro de massas. Essa combinagdo permite resolver
possiveis problemas de coelucdes a partir da deconvolucdo espectral, que distingue
substancias de tempos de retencdo muito préximos a partir das diferencas entre seus

respectivos perfis de fragmentacéo (Figura 4) (SEMARD et al., 2006).

Coeluicao

2 \ 4

GCxGC ToF MS
| |

Resolucao Deconvolucao
cromatografica espectral

Separacao

Figura 4. Esquema representativo das duas formas de atingir a separacéo de substancias que
coeluem usando GCxGC-TOFMS. Adaptado Semard (2009).

15



1.3.2. Fast-GCxGC

Amostras de matrizes complexas tem sido amplamente analisadas por cromatografia
gasosa bidimensional abrangente acoplada a espectrometria de massas por tempo de voo
(GCxGC-TOFMS) utilizando uma coluna longa na primeira dimenséo, de aproximadamente
30 m, uma coluna mais curta na segunda dimensé&o, de até 2 m, e uma programacao de
temperatura com taxas de aguecimento baixas, de até 5 °C min't, o que gera uma corrida
cromatografica de 1 h ou mais por amostra (SCHENA et al., 2020).

A fim de melhorar a produtividade laboratorial e reduzir os custos de analise, é
possivel adotar métodos rapidos de fast-GCxGC capazes de reduzir significativamente o
tempo de anadlise. Segundo SEQUINEL et al. (2010) as condicfes instrumentais que
permitem uma analise mais rapida incluem uma coluna cromatografica mais curta na
primeira dimensdo combinada com uma programacgdo de temperatura com taxa de
aquecimento elevada, o que reduz tanto a resolucdo cromatografica quanto o niumero de
pratos tedricos a valores minimamente suficientes para uma boa separacdo. Uma
alternativa que compense a perda de resolucdo com a diminuicdo do comprimento da
coluna é a utilizacdo de uma coluna curta, mas com diametro interno reduzido. Além da
reducdo no tempo de analise, também ha melhora na relacao sinal/ruido (S/N), aumentando
a sensibilidade do método (SCHENA et al., 2020).

Além das configuracdes cromatograficas, a avaliacdo de parametros instrumentais
do espectrometro de massas (TOFMS) também tem resultados positivos sobre a eficiéncia
da andlise. SCHENA et al. (2020) avaliaram diferentes valores de taxas de aquisi¢cdo para
analise de bio-6leos por fast-GCxGC-TOFMS, observando que a utilizacdo de taxas de
aquisicdo elevadas, maiores que 200 espectros s, resultam na diminuicdo do sinal do
ruido, além de um maior nimero de analitos identificados, proporcionando uma melhora na
qualidade da andlise. DUBOIS et al. (2017) estudaram diferentes valores de voltagem da
fonte de ionizacdo para analise de compostos organicos volateis em matriz biolégica por
GCxGC-TOFMS, observando que valores abaixo de 70 eV resultaram em uma melhor
identificacdo dos analitos, bem como a distincao de isbmeros, sendo possivel detectar com

mais facilidade ions de estruturas mais relevantes, além do ion molecular.

1.4. PLANEJAMENTO FATORIAL E ESTATISTICA

Um planejamento fatorial € utilizado para se investigar as influéncias das variaveis

experimentais e seus efeitos de interacdo sobre uma determinada resposta. Para uma
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combinacao de k fatores avaliados em 2 niveis, no planejamento fatorial serdo realizados
2¢ experimentos, de modo que os fatores sdo nomeados com sinais negativo e positivo,
respectivamente, para o nivel mais baixo e mais alto. Para um planejamento fatorial
completo, os experimentos séo realizados em todas as combinac¢des possiveis dos niveis
dos fatores, desta forma para um planejamento experimental completo do 2X realizado
sobre duas variaveis (k=2) o numero de experimentos sera de 4 (BARROS NETO et al.,
2001).

Em alguns casos, a realizacdo de repeticdes verdadeiras pode ndo ser muito
conveniente. Desta forma, para se obter uma boa estimativa dos erros, sdo incluidos
experimentos no centro do planejamento, correspondendo ao valor médio dos niveis de
todas as variaveis avaliadas, sendo codificados como nivel zero, como mostrados na figura
5 e tabela 1 abaixo. Este tipo de planejamento permite minimizar o risco de se perder a
relacdo ndo linear entre os intervalos, além de permitir que um modelo razoavel seja
estimado, verificando se ha falta de ajuste (TEOFILO e FERREIRA, 2005).

lf:cclbrecassscssssssnssjfonsnsannnasnnsns -
‘rl “-....... ................ .. ....................
~ : ; :
I- ...., ................ . ................ .
L 'l T
| 0 1
X

Figura 5. Esquematizacdo quanto ao planejamento 22 com ponto central (TEOFILO e
FERREIRA., 2005).
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Tabela 1. Matriz de planejamento para um planejamento fatorial completo 22 com ponto central.

_ Variavel
N° experimento

X1 X2
1 -1 -1
2 -1 +1
3 +1 -1
4 +1 +1
5 0 0

A utilizacdo de um planejamento fatorial permite também a obtencéo de superficies
de resposta e diagramas de Pareto. O método da superficie de resposta se baseia em um
modelo matematico empirico que emprega func¢des polinomiais lineares ou quadréticas a
fim de se descrever o sistema estudado e, consequentemente, indicando os melhores
valores que as variaveis estudadas podem assumir a fim de se obter a melhor resposta
desejada, ao se encontrar a regido 6tima na superficie definida pelos fatores (TEOFILO e
FERREIRA, 2005). O diagrama de Pareto € uma ferramenta estatistica para o controle de
qualidade, sendo constituido por um gréafico de barras construido para mostrar, em ordem
de importancia, as causas de variacdes referentes a uma determinada resposta (VIEIRA,
2012).

Uma forma de se estudar a qualidade do ajuste de um determinado modelo é
empregando a andlise de variancia (ANOVA), cujo principio basico é avaliar se as
diferengas observadas entre as médias das amostras séo significativas. Essa variabilidade
das amostras pode ser dividida em duas partes, uma proveniente das populacdes serem
diferentes, denominada variabilidade entre, de modo que quanto maior a variabilidade,
maior a evidéncia de que as médias sao diferentes; e outra proveniente das diferencas
dentro de cada amostra, de forma que quanto maior, mais dificil de se concluir se as médias

das populacdes sao distintas, ou ndo (LAPOONI, 2005).

Na ANOVA, para a avaliagdo de um modelo, a variacéo total da resposta (SQtotal) €
dada pela soma da soma quadratica da regressao (SQreg) COM a soma quadratica dos
residuos (SQres), sendo este ultimo, definido como a soma da soma quadratica do erro puro
(SQep) com a soma quadratica da falta de ajuste (SQrfj). O erro puro se relaciona

unicamente com os erros aleatoérios das replicatas, enquanto a falta de ajuste € uma medida
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da discrepéancia entre as respostas do modelo e a média das replicatas. As equacdes
simplificadas podem ser observadas nas equacdes 7 e 8 (TEOFILO e FERREIRA, 2005).
Equacéo 7. Soma dos quadrados totais

SQtotal = SQregresséo + SQresiduos

Equacao 8. Soma dos quadrados dos residuos

SQresiduos = SQfalta de ajuste + SQerro puro

Para cada fonte de variacdo (regressao, residuos, falta de ajuste e erro puro) tem-
se associado um numero de graus de liberdade especifico (tabela 2) a partir do qual se
calcula a média quadratica (MQ) para cada fonte de variacdo, como mostrado na equacao
9.

Equacéo 9. Média quadratica

SQ

- graus de liberdade

MQ

Equacdo 10. Soma quadratica da regressao

m T

SQregressao = Z z(%’ - ymédio)2

i=1j=1

Equacdo 11. Soma quadrética dos residuos

m Ti

2
SQresiduos = Z Z(yij —Yi estimado)

i=1j=1

Equacédo 12. Soma quadratica do erro puro

m Ti

2
SQerro puro = ZZ()’U — Yimédio )

i=1j=1
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Equacdo 13. Soma quadrética da falta de ajuste

m
— 2
SQfalta de ajuste — Z(Yi estimado — Yi médio)
i=1

Tabela 2. Andlise de variancia para regressdo multipla (TEOFILO e FERREIRA, 2005)

Fonte de N° Graus de
. SQ . MQ F
Variagcdo liberdade*
Regresséo SQreg p-1 MQreg (1) MQreg/MQres
Residuos SQres n-p MQres
Falta de ajuste SQrsj m-p MQrgj (2) MQ1i/MQep
Erro puro SQep n-m MQep
Total SQiotal n-1

(*) p = nimero de parametros (coeficientes); n = nimero de ensaios; m = nimero de niveis do

planejamento

Como mostrado na tabela 2, ao se fazer a razdo entre duas médias quadréticas
equivale a razdo de duas variancias, dessa forma é possivel comparar as fontes de variacédo
através do teste F, da distribuicdo de Fischer, para os mesmos graus de liberdade a partir
de um teste de hipbteses. Assim, tem-se a hipotese nula (Ho), que considera que nao ha
diferencas entre as fontes de variagdo comparadas, e pode ser rejeitada com 5% de
significancia quando o valor de F calculado for maior que F tabelado para o nivel de
significAncia a adotado (|F|>Fabelado), OU S€ja, p < @, 0 que significa dizer que as fontes de
variagdo comparadas sao diferentes, definindo assim a hipoétese alternativa (H1) (LAPPONI,
2005; TEOFILO e FERREIRA, 2005).

Resumidamente, é necessario que a regressao seja significativa e a falta de ajuste
nao seja significativo para que um modelo seja adequado, ou seja, a maior parte da variacao
total das observacdes em torno da média deve ser descrita pela regressao, enquanto a
menor parte pelos residuos, dentro dos quais a maior parcela deve advir do erro puro (erro
experimental) e ndo da falta de ajuste, assim a razédo (1) deve ser maior que Frabelado,
indicando que a regressao € mais significativa e a razao (2) deve ser menor que Ftabelado,
indicando que a falta de ajuste n&o é significativa (TEOFILO e FERREIRA, 2005).

Uma outra forma de se chegar a uma concluséo a partir de um teste de hipoteses é
a avaliacdo do valor p frente a um nivel de significancia pré-estabelecido (a), de modo que
se o valor p obtido for maior que o pré-estabelecido (p > a) a hipotese (Ho) ndo € rejeitada,
com isso para um valor p inferior (p < a), a hipétese nula é rejeitada, aceitando-se a

alternativa (Ho). Além disso, pode-se determinar do intervalo de confianca (IC) utilizando-
20



se a distribuicdo de Student, o desvio padréo (s) o numero de observagdes (n), como visto
na equacao 10. (CHRISTENSEN, 2000)

Equacéo 14. Intervalo de confianca

S
IC = t(a,n—l)ﬁ

Equacéo 15. Valor considerando intervalo de confianca

S
U = Ymedio T tan-1) \/_ﬁ
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2. JUSTIFICATIVA

As anélises de compostos organicos em matrizes ambientais tém sido amplamente
realizadas utilizando-se multiplas técnicas cromatograficas unidimensionais com diferentes
tipos de detectores, aliadas a um processo de preparo de amostra longo, como feito por
LOPES et al. (2021). Nesse contexto, a utilizacdo de um método rapido para a
cromatografia gasosa bidimensional abrangente acoplada a espectrometria de massas por
tempo de voo (fast-GCxGC-TOFMS), permite tanto uma caracterizacdo mais ampla da
amostra em uma Unica analise, como também a otimizacdo do tempo necessario sua
realizacdo, além disso, devido ao alto poder de separacdo da técnica, é possivel ainda
reduzir etapas do processo de preparo de amostras, minimizando perdas.

Atrelado a isso, a aplicacdo dos conceitos de cromatografia gasosa bidimensional
abrangente rapida em amostras de matrizes ambientais tem ocupado espaco apenas
recentemente (SCHENA et al., 2022), mas a aplicacdo de analises com enfoque na
caracterizacdo de biomarcadores ambientais em sedimentos ainda é um campo
inexplorado na literatura. Este € o primeiro trabalho a avaliar o uso do fast-GCxGC em

analises de geoquimica organica ambiental.

22



3. OBJETIVOS

Este estudo consiste no desenvolvimento de um método de cromatografia gasosa
bidimensional abrangente rapida acoplada a espectrometria de massas por tempo de voo
(fast-GCxGC-TOFMS) com a otimizagcdo das variaveis relacionadas ao espectrémetro de
massas (voltagem da fonte de ionizacdo e a taxa de aquisicdo de espectros de massas).
Bem como a aplicacdo no estudo de caso em extrato de sedimento superficial da Lagoa
das Garcas, pertencente ao Parque Nacional da Reserva de Jurubatiba, no municipio de

Quissama, Rio de Janeiro.

Para tanto, foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:
e Identificar e determinar os niveis de concentracdo de compostos como n-alcanos,
hopanoides e esteroides;
e Avaliar resolucdo cromatogréfica, seletividade e eficiéncia do método de GCxGC
convencional, e do método proposto de fast-GCxGC,;
e Avaliar os diferentes valores de energia de ionizagao e taxa de aquisicdo por meio

de gréficos de superficie de resposta e de Pareto.
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4. MATERIAL E METODOS
41. MATERIAL

Os solventes utilizados foram diclorometano (Absolv), n-hexano (HPLC/Spectro) e
metanol (HPLC/Spectro), fabricados por Tedia. Frascos de vidro de 2 mL e micro seringas
de 10 a 500 pL calibradas foram utilizados (Agilent Technologies). A pesagem foi realizada

em balanca semi micro-analitica (£ 0,01 mg) (Mettler Toledo).

Toda a vidraria utilizada sera submetida a um processo de descontaminacgao conforme
0 procedimento a seguir: lavagem com agua em abundancia; lavagem com detergente
comercial neutro; lavagem com agua em abundancia; imersdo em solucdo de Extran
alcalino 2% (Merck, Rio de Janeiro, Brasil) por, no minimo, 24 horas; lavagem com agua
em abundéancia; rinsagem com agua destilada; e o material ndo volumétrico foi levado a
secagem em estufa a aproximadamente 105 °C. Os materiais hdo volumétricos foram ainda

muflados a 450 °C por 3h antes do uso.

4.2. PADROES

Os padrbes deuterados utilizados nas andlises foram obtidos da CDN Isotopes
(Quebec, Canada) e apresentam pureza superior a 97%: n-hexadecano-Dss, decanol-D21,

n-tetracosano-Dso, pireno-Dio, &cido n-decanoico-Dig e n-tetradecanol-D2s.

4.3. AMOSTRAS

A amostragem se deu com auxilio de um amostrador gravimétrico de 50 cm de
comprimento, obtendo-se um testemunho de 40 cm em fevereiro de 2019 na Lagoa das
Garcgas, regido do Parque Nacional da Jurubatiba presente no municipio de Quissama, Rio
de Janeiro, cujas coordenadas geogréficas sdo apresentadas na Tabela 3. O testemunho
obtido foi fatiado a cada 2 cm e armazenado em camara fria a -20 °C, e neste estudo foi

utilizado o sedimento superficial, correspondente ao corte de 2 cm de profundidade.

Tabela 3. Coordenadas geogréficas do ponto de coleta das amostras.

Local Latitude Longitude

Lagoa das Garcas
-41°99' 07.8" 0 -22°21'35.1"S
Quissama, RJ
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4.4. PREPARO DAS AMOSTRAS

4.4.1. Liofilizacédo e extracdo por solvente

O sedimento foi liofilizado a -40 °C por 48 h até massa constante e macerado usando
gral e pistilo. Aproximadamente 2 g foi pesada em balan¢a semi-microanalitica (+0,00001
g). Uma mistura de 50 mL diclorometano/metanol 9:1 foi utilizada como solvente, e o
sedimento foi submetido a um processo de 3 extracdes por solvente consecutivas em banho
de ultrassom por 30 minutos intercaladas por centrifugacéo por 5 minutos e transferéncia
do sobrenadante para um baldo de fundo redondo. Ao final do processo, foi obtido um
volume final de 150 mL que foi reduzido em evaporador rotativo a pressao reduzida e

transferido para tubo de ensaio, onde foi levado a secura em fluxo de N2.

4.4.2. Saponificacdo e extracdo liquido-liquido

Apés a total evaporacdo do solvente, o extrato foi submetido ao processo de
saponificacdo, adicionando-se 1 mL de uma solugéo 0,1 mol L' de KOH em metanol:agua
9:1 (v:v). ApOs a adicdo da solucdo as amostras foram aquecidas a 80 °C por 3 horas
(CECCOPIERI et al., 2018).

Em seguida, a fracéo neutra foi obtida por meio de extracao liquido-liquido por 3 x 3
mL de n-hexano. A fracao &cida foi obtida mediante acidificacdo com 1 mL de HCI 1 mol L
1 e extracdo liquido-liquido por 3 x 3 mL de uma mistura de n-hexano:acetato de etila 8:2
(v:v). As fracdes foram levadas a secura em fluxo de N2 e pesadas.

O extrato da fragao neutra foi entédo transferido para um frasco (1) de 2 mL usando
500 pL de diclorometano, seguido da transferéncia de 250 pyL para outro frasco (2) para
analises futuras. O extrato no frasco (1) foi transferido para um microfrasco de 150 pL e
solubilizado a 100 pL usando como solvente uma solucdo em diclorometano de n-

hexadecano-Dzs e n-decanol-D21a 20 ng uL* e 50 ng pL, respectivamente.
4.5. INSTRUMENTACAO

Para as andlises das fracdes dos extratos de sedimentos com foco nos
biomarcadores, foi utilizado um sistema GCxGC-TOFMS modelo Pegasus 4D (Leco, St.
Joseph, MI, EUA) com espectrémetro de massas com tempo de voo com fonte de ionizacao
por elétrons, modelo Pegasus H11 (Leco, St. Joseph, MI, EUA). O equipamento consiste
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em um cromatografo a gas modelo 7890 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA)
equipado com um forno secundario, um modulador criogénico de quatro jatos e dois
estagios. Os dados obtidos foram processados pelos softwares ChromaTOF® verséo
4.51.6 e Chemoface.

Para as analises pelo método convencional e fast-GCxGC, o cromatégrafo a gés foi
utiizado com as colunas na configuracdo apolar/polar. No método convencional, foi
utilizada uma coluna DB-5 (5%-fenil-metilpolisiloxano) na primeira dimenséo, e uma BPX-
50 (50%-fenil-metilpolisiloxano) na segunda dimenséo. Para o método de fast-GCxGC, uma
coluna SE-52 (equivalente a DB-5) foi usada na primeira dimenséo e a coluna da segunda

dimensao foi mantida, como mostrado na tabela 4.
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Tabela 4. Pardmetros instrumentais para analise da frag&do neutra dos extratos dos sedimentos
por GCxGC-TOFMS e fast-GCxGC-TOFMS

Parametro GCxGC fast-GCxGC
Modo de injecdo Splitless Split
Voltagem da fonte de 70 eV 70, 60 e 50 eV
ionizacao
Taxa de aquisicédo 100 espectros s* 100, 200 e 300 espectros s*
Temperatura do 310 °C 290 °C

injetor
Programacéo de 70°C - 170°C a 20 °C min* 70°C - 170°C a 30 °C min*
temperatura D 170 °C - 340°C a 3 °C min* 170 °C - 340°C a 10 °C min*

Programagaozde 10 °C acima da 1D 20 °C acima da D
temperatura <D

Isoterma inicial 1 min 0,2 min

Temperatura do 15 °C acima da 2D

modulador
Periodo de
< 5s
modulagéo
DB-5 SE-52 (MEGA)
Coluna 'D Cgmprime_nto =30m Cpmprimgnto =10m
Diametro interno = 250 pm Diametro interno = 100 um
Espessura do filme = 0,25 ym  Espessura do filme = 0,1 um
BPX-50 (SGE)
2 Comprimento = 0,9 m
Coluna *D Diametro interno = 100 um
Espessura do filme = 0,1 um
Gas de arraste Hélio (1,50 mL mint) Hélio (0,80 mL min™)

Tempo de corrida

(aproximado) 60 min 20 min

As analises no método convencional foram realizadas em triplicata e os valores de
concentracéo obtidos para os analitos de cada classe foram utilizados para obter os valores
de p utilizando-se andlise de variancia por meio da ferramenta Analise de dados (ANOVA:
fator dnico) do Excel. Além disso, a ferramenta Estatistica Descritiva foi utilizada
considerando um nivel de significancia de 95% obtendo-se assim os valores de intervalo de

confianca e desvio padrdo para a concentragéo total de cada classe.

As analises nos meétodos fast foram realizadas utilizando o planejamento fatorial
completo do tipo 2k com 4 replicatas no ponto central (k=2), totalizando 8 andlises. As
variaveis selecionadas para a avaliacdo foram energia de ionizacdo (variavel 1) e taxa de

aquisicao (variavel 2), como apresentado na Tabela 5. Os valores foram selecionados de
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acordo com trabalhos previamente publicados da literatura e métodos estabelecidos
(SCHENA et al.,, 2020; FRANCA et al. 2021). A selecdo da energia e ionizacdo foi
determinada pela limitacdo do instrumento utilizado, que permite voltagens variando apenas
de 50 a 70 eV.

Tabela 5. Planejamento fatorial completo do tipo 22 com réplicas no ponto central utilizado no
desenvolvimento de método para analise de fast-GCxGC, com suas variaveis e valores
selecionados.

Niveis
Fatores
-1 0 +1
Voltagem da fonte (eV) 50 60 70
Taxa de aquisicdo (espectros s?) 100 200 300
70;100 70;300
E 60;200 !
! (n=4) |
! 1
! 1
I :
! 1
! 1
50;100 50;300

Figura 6. Diagrama do modelo de planejamento fatorial completo do tipo 22 com replicatas no ponto
central aplicado. Nos vértices e no centro sé&o mostradas as combinacdes entre os fatores.

Os resultados no método fast desenvolvido foram avaliados no modelo de
planejamento fatorial em questdo a partir de graficos de Pareto e superficies de resposta,
utilizando-se a relacdo sinal/ruido de ions diagnésticos e moleculares como variavel-
resposta, avaliando-se separadamente para cada classe e também a partir de analitos

selecionados (Tabela 6).
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Tabela 6. Relacdo dos ions diagnosticos (m/z) aplicados para a obtencao das relagdes sinal/ruido

utilizadas na construir dos graficos de superficie de resposta

Substancia

fon diagndstico (m/z)

fon Molecular (m/z)

Trisnorhopeno
Colesterol
Estigmastadieno
Hexadeceno
Hexadecano
Heptadecanol*

Cosanona

191

213

213
55
85
55
58

368
386
368
224
226
238
296

(*) utilizacdo do fon pseudo-molecular [M-18] ™, referente a perda de agua.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. AVALIACAO QUALITATIVA E SEMI-QUANTITATIVA

5.1.1. Avaliacao qualitativa

Os resultados obtidos pelas analises cromatograficas permitiram identificar as
substancias de maior volatilidade e menor polaridade, essencialmente, hidrocarbonetos a

partir dos métodos cromatograficos convencional e fast.

Masses: TIC (a)
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Figura 7. Cromatogramas de ions totais do sedimento obtidos por (a) GCxGC-TOFMS (replicata 3)
e (b) Fast-GCxGC-TOFMS (70 eV e 300 spectros s') mostrando regido de eluicdo das classes

identificadas.

A Figura 7 ilustra os cromatogramas estruturados do sedimento obtidos por GCxGC-
TOFMS utilizando o método convencional com coluna de 30 m na primeira dimenséo e por
fast-GCxGC-TOFMS utilizando o método rapido com coluna de 10 m na primeira dimenséao,
a partir da qual € possivel observar que a mudanca de método convencional para fast com

a diminuigdo do comprimento da coluna da primeira dimensao de 30 m para 10 m nao gerou
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diferencas quanto as ordens de eluicdo das substancias. A principal diferenca observada
foi a reducdo do tempo de retencdo na primeira dimensdo para todas as substancias,
proporcionando uma reducéo no tempo de corrida de 60 min para 20 min com o método

Fast. Os demais cromatogramas podem ser observados nos Apéndices A e B.

Os tempos de retencgao e as ordens de eluicdo dos padrdes internos deuterados no
plano cromatogréfico permitem inferir a posicdo das classes de compostos presentes.
Desta forma, foi observado que as classes quimicas se organizam em séries homélogas
dispostas em regides especificas no cromatograma, de acordo com suas propriedades
fisico-quimicas. Para a configuracdo de colunas cromatograficas utilizada (apolar/polar) os
n-alcanos, éalcoois, olefinas e cetonas organizam-se linearmente em séries homologas
demarcadas pelas linhas tracejadas, que se iniciam a partir de seus respectivos padrées
internos (hexadecano-Ds4 e decanol-D21).

Em todos os casos, 0 aumento da massa molecular proporcionou um aumento no
tempo de retencdo na primeira dimensdo (‘tr), enquanto o aumento da polaridade
proporcionou aumento no tempo de retencdo da segunda dimensédo (*tr), desta forma
alcoois > cetonas > olefinas > n-alcanos. Os hopanoides, esteroides e esterenos eluem em

regides de maiores tempos de retencao na primeira e segunda dimensdes.

Hopano Colesterol

1000 1000+

800 4 M+ 800 -

HO

600 - 600 -

91 m/z 213

400 | 67 191 ' — 400 -
E E M+.

255 301 386

200 - 200 -

213

50 100 150 200 250 300 350 400 450 50 100 150 200 250 300 350 400

Figura 8. Espectros de massas experimentais obtido para um composto hopanoide e um esteroide,

mostrando seus respectivos ions diagndsticos.

A identificacdo das substancias no plano cromatografico foi realizada por meio da
obtencdo de seus espectros de massas experimentais e comparacdo destes com 0s
espectros de massas obtidos na literatura (PEREIRA, 2021) e na biblioteca NIST 2.0. As
substécias foram identificadas (Tabelas 7 e 8) a partir da selecdo ions especificos para

cada uma, sendo o pico base ou o ion caracteristico, de modo que para os n-alcanos foi

31



utilizado o m/z 85, para os alcoois e olefinas 0 m/z 55, para as cetonas o m/z 58, para 0s
hopanoides o0 m/z 191, para os esteroides e esterenos os m/z 213 e m/z 215. Alguns
espectros de massas obtidos podem ser observados na Figura 8 e demais espectros de

massas no Apéndice C.

Tabela 7. Listagem das faixas de carbono das substéancias aciclicas identificadas por GCxGC-
TOFMS e Fast- GCxGC-TOFMS.

Experimento _ Classeé _
n-Alcanos Olefinas Alcoois Cetonas
Convencional #1 C11-Css C15-C22 Co-C2s Co-Cas
Convencional #2 C11-Cso C15-C22 Co-C27 Co-Cs2, Cas
Convencional #3 C11-Cso C15-C22 Co-C2 Co-Caa
fast 50;100 Ci6-Ca2 C15-C22 C12-C1o; C21-Ca26 C10-C29, C31-Ca2
fast 50;300 C16-Ca2 Ci15-Ca2 C12-C1g; C21-Cos C10-Ca2
fast 60;200-1 C16-Ca4, C36.Cao0 Ci16-Ca2 Cu13-Cos C10-Cazs, Cso, Ca1
fast 60;200-2 C16-Ca1 Ci16-Ca2 Cu13-Cos C10-Cazs, Cso, Ca1
fast 60;200-3 C16-Cuas Ci15-Ca2 Ci12-C19; C21-C26  Ci10-Co6, Cas, Cz9, Ca1
fast 60;200-4 C16-Ca2 C16-Ca2 Cu13-Coe C10-Cazs, Cso
fast 70,100 C14-Ca2 C16-Ca2 C12-Czs C10-Cas
fast 70;300 C16-Caz C15-Cao C14-Cos C10-Css

A observacao da Tabela 7 mostra que no método cromatografico convencional e no
fast houve diferencas quanto a faixa de carbono identificada para a classe de n-alcanos, de
modo que no método fast ndo foram identificadas parafinas mais leves, na faixa de C11-Css,
como observado no método convencional, entretanto o método favoreceu a identificacéo
de parafinas mais pesadas, na faixa de Css-Cs2. Desta forma, os métodos se sobrepbem

em uma faixa de carbono de Ci16-C3o.
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Tabela 8. Listagem dos hopanoides, esterois e esterenos identificados por GCxGC-TOFMS e

fast- GCxGC-TOFMS.

Massa
Nomenclatura Simbolo Estrutura Molecular  Formula
(Da)
Hopanoides
Trisnorhopeno
_ AYCHTNH 368 C27Haa
(22,29,30-Trisnorhop-17(21)-eno)
Trisnorhopano
, TNH 370 CorHas
(17B(H)-22,29,30-Trisnorhopano)
Norhopano
aaNH 398 C29Hs0
(17a(H),21a(H)-30-Norhopano)
Trisnorhopanona
_ TNHona 384 C27H14O
(22,29,30-Trisnorhopan-21-ona)
Diplopteno
Dp 410 CsoHso
(Hop-22(29)-eno)
Hopano
BRH 412 CaoHs2
(17B(H),21B(H)-Hopano)
Homohopano
BRHH 426 CsiHes
(17B(H),21B(H)-Homohopano)
Esterdis
Colesterol
27A° 386 C27H460
(Colesta-5-en-33-ol)
Colestanol b
27A° 388 C27H480

(5a(H)Colestan-3p-ol)

HO
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Brassicasterol

_ _ 28A5%2 398 Ca2gHa60
(24-metilcolest-5,22-dien-3[3-ol)
Campesterol
) 281A° 400 CogHasO
(24-metilcolest-5-en-3B-ol)
N
Estigmasterol
_ _ 29522 412 C29Has0
(24-etilcolesta-5,22(E)-dien-33-ol)
N
Estigmastanol
_ 29A?? 414 C29Hs00
(24-etil-5a(H)-colesta-22-en-3[3-ol) _
Sitosterol
_ 29A° 414 C29Hs00
(24-etilcolesta-5-en-33-ol)
Sitostanol
) 29A° 416 C29Hs,0
(24-¢til-5a(H)-colestan-33-ol) [
Esterenos
Estigmastandieno
) ) 29A35 396 CooHas
(estigmastan-3,5-dieno)
Colestadieno
. 27035 368 CorHaa
(colesta-3,5-dieno)
Colesteno
2712 370 Co7Has
(colest-2-eno)
Estigmastantrieno N
_ _ 29A3522 394 CooHas
(estigmastan-3,5,22-trieno)
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5.1.2. Avaliacao semiquantitativa

A andlise semiquantitativa para os analitos identificados foi feita a partir da area
relativa aos ions selecionados para suas respectivas classes como citado anteriormente.
As concentracdes foram calculadas utilizando-se padrdes internos, de modo que as
concentracOes para as classes de n-alcanos, olefinas, hopanoides, cetonas e esterenos
foram calculadas a partir da concentracdo e area do hexadecano-Ds3s4, enquanto as

concentracdes das classes de esteroides e alcoois foram calculadas pelo decanol-D2i.

As concentracdes de cada classe sdo mostradas na Tabela 9, em que foram calculas
as respectivas médias para as analises realizadas pelo método convencional, sendo
mostradas em um grafico de contribuicdo relativa na Figura 9 juntamente com as analises
dos métodos fast, onde se observa que para todas as analises realizadas, a classe de
alcoois apresentou maior contribuicdo relativa (%), enquanto a classe de esterenos
apresentou menor valor.

Tabela 9. Concentracéo total (ng g*) de cada classe de substancias identificadas no corte do
testemunho por GCxGC-TOFMS e fast-GCxGC-TOFMS.

. Classes (ng g?)
Experimento i i . . .
n-Alcanos Olefinas Alcoois Cetonas Hopanoides Esteroides Esterenos

Convencional #1 628 564 7419 1469 65 187 3,1
Convencional #2 744 655 7465 1395 68 174 3,5
Convencional #3 630 606 6514 1494 69 162 3,2
(média) 668 608 7133 1453 67 174 3,3

fast 50;100 971 1103 6295 933 88 179 2,4
fast 50;300 825 1123 5484 954 72 155 2,1
fast 70;100 900 1085 7837 945 66 153 1,7
fast 70;300 937 1221 7831 1034 78 153 2,4
fast 60;200-1 1038 1065 131713 16454 94 1918 2,5
fast 60;200-2 1778 1514 503543 86261 161 12041 50
fast 60;200-3 1043 601 6704 1019 138 342 4,2
fast 60;200-4 1789 2417 498970 85662 134 9922 3,0
(média) 1412 1399 285233 47349 132 6131 3,7
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Figura 9. Distribuicdo em porcentagem de massa relativa das classes de substancias quantificadas no corte do testemunho analisado por GCxGC-
TOFMS e fast-GCxGC-TOFMS.

36



5.1.3. Avaliacéo de parametros cromatograficos

Como observado na Figura 10, alguns compostos que tém a mesma estrutura

hidrocarbdnica apresentaram valores de tempos de retencdo muito proximos, tais como 0s

esteroides colesterol-colestanol, estigmasterol-estigmastanol e sitosterol-sitostanol. Para

estes e outros compostos foram calculados os valores de resolugdo cromatogréfica,

seletividade e eficiéncia (Tabelas 10 e 11) utilizando-se as equacdes presentes no tdpico

1.3.1 tanto para o método convencional quanto para o método fast.

13207

238

15815

712

Figura 10. Ampliacdo dos cromatogramas de ions extraidos via GCxGC-TOFMS da replicata 1,
mostrando a regido de eluicdo dos (a) hopandides, m/z 191; (b) esterois, m/z 213 + 215.
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(7) BB-Homohopano (15) Sitostanol
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Tabela 10. Valores de seletividade (GCxGC a) e resolugao cromatografica (GCxGC Rs) mensurados
para os métodos cromatogréficos convencional e fast (70;300) a partir de pares de analitos
selecionados e suas respectivas equacdes

Seletividade (GCxGC a) Resolucado (GCxGC Rs)
Pares de compostos
GCxGC f-GCxGC GCxGC f-GCxGC
Octadecanol-Fitol 1.47 1.44 2.86 1.20
Colesterol-Colestanol 1.44 1.45 0.60 1.30
Estigmasterol-Estigmastanol 1.43 1.41 0.59 0.67
Sitosterol-Sitostanol 1.44 1.44 0.88 0.64
Hexadecano-heptadecano 1.25 1.29 4.69 2.41
Hexadeceno-heptadeceno 1.25 1.28 4.23 2.52
tr2 trz — tr1
= — RS =
Equagﬁes tRl (Wb2 + Wbl)/z
GC X GC a = /(Pa)? + (2Pa)2 | GC X GC Rg = /(1PR,)? + (2PR;)?

Tabela 11. Valores de altura do prato teérico (H) mensurados para os métodos cromatograficos
convencional e fast (70;300) a partir de analitos selecionados e suas equagodes.

Eficiéncia (H [x107])

Compostos
GCxGC f-GCxGC
Octadecanol 1.01 0.39
Colesterol 0.05 0.09
Estigmasterol 0.05 0.02
Sitosterol 0.19 0.17
Hexadecano 3.99 1.23
Hexadeceno 1.83 2.78
to\2
N =16 (—R>
E 0 Wy
guacdes

by

As Tabelas 10 e 11 apresentam o0s parametros referentes a separacao
cromatografica (seletividade, resolucéo e eficiéncia) a partir das diferencas de condicées
experimentais entre os métodos convencional e fast, sendo esta principalmente a reducéo

do comprimento da coluna da primeira dimenséo de 30 para 10 m.

Para a resolucdo cromatogréafica, GCxGC Rs, observa-se uma diminui¢do de seus
valores para a maior parte dos pares de compostos avaliados, 0 que ja era esperada em
funcdo da diminuicdo evidente do tempo de analise, que passou de 60 para 20 min,
entretanto seus valores se mantiveram em niveis adequados (Rs > 1,5 — 99% separacao;
Rs > 1,0 — 90% separacgao) (SHIMADZU, 2022). Em relagéo a seletividade entre os pares
de compostos analisados, ndo houve diferencas observadas para seus valores quando

comparados entre os métodos, estando todos acima de 1.
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A eficiéncia (N) foi avaliada a partir da mensuracdo do numero de pratos tedricos (N)
para cada uma das substancias listadas, sendo inversamente proporcional a altura de um
prato tedrico (H), de modo que quanto menor o valor de H, melhor a separacao
cromatografica. Desta forma, observa-se que em alguns casos, os valores obtidos pelo
método fast e pelo método convencional sofreram pouca alteragdo, enquanto em outros
casos (octadecanol, estigmasterol, hexadecano e heptadeceno) a altura do prato tedérico

teve seu valor diminuido no método fast, desta forma o método ofereceu melhor separacéao.

Apesar de ter apresentado reducBes nos valores da resolucdo cromatografica, o
método fast ndo gerou dificuldades para a identificacdo de compostos com tempos de
retencdo muito préximos, considerando que a seletividade permaneceu praticamente
constante e acima de 1, sendo assim a eficiéncia do método cromatografico proposto
apresentou-se como satisfatéria para boa parte dos analitos, proporcionando um menor

tempo de andlise e bons valores de resolu¢do cromatografica.
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5.2.  AVALIACAO ESTATISTICA

5.2.1. Intervalo de confianca: analise convencional (GCxGC-TOFMS)

A avaliacao estatistica do método convencional a um nivel de significancia de 95%
permitiu a obtenc&o do intervalo de confianga para a concentracéo total de cada classe e
também dos valores p para as classes em funcdo da concentracdo individual de seus
respectivos analitos por meio de analise de variancia, como mostrado na Tabela 12.

Tabela 12. Resumo estatistico de cada classe de substancias identificadas no sedimento
superficial analisado por GCxGC-TOFMS.

Concentracéo total das classes identificadas (ng g?)

Experimento n- .
Olefinas Alcoois Cetonas Hopanoides Esteroides Esterenos
Alcanos
Convencional #1 628 564 7419 1469 65 187 3,1
Convencional #2 744 655 7465 1395 68 174 3,5
Convencional #3 630 606 6514 1494 69 162 3,2
Média (m) 668 608 7133 1453 67 174 3,3
Desvio Padrao (s) 66 46 536 51 19 12 0,2
Desvio padréao
) 10% 7% 8% 4% 3% 7% 6%
relativo (DPR%)
Intervalo de
. 165 113 1332 128 4.8 31 0,49
Confianca (95%)
Valor p 0,72 0,88 0,95 0,99 0,99 0,83 0,99

Os resultados mostram que os valores p determinados para cada classe estéo todos
acima do nivel de significancia de 0,05, desta forma, a hip6tese nula é aceita, indicando
gue as analises sdo estatisticamente equivalentes. A utilizacdo da ferramenta Estatistica
Descritiva no Excel permitiu obter o valor do desvio padrdo para a concentracéo total de
classe, a partir do qual foi possivel calcular o desvio padréo relativo (DPR%) a partir da

equacao abaixo:
Equacéo 16. Desvio padréo relativo (%)

s
DPR(%) = o * 100

Segundo Ribani et al. (2007), sdo aceitos valores de DPR % de até 20% para analises em

matrizes complexas, desta forma, para o método convencional aplicado a amostra foram
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obtidos 6timos valores de desvio padréo relativo (DPR %), sendo iguais ou inferiores a 10%,

para cada uma das classes de substancias identificadas.

5.2.2. Analise de variancia (ANOVA: 1 fator): fast x convencional

Os resultados de concentracdo dos analitos de cada classe foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA: 1 fator) considerando valor de a = 0,05 (95% de confianca)
a partir da ferramenta Anélise de Dados do Excel. O estudo foi realizado comparando-se
as 3 replicatas do método convencional com cada método fast separadamente para cada
classe, considerando-se a concentragdo cada um de seus analitos como variavel resposta,
obtendo-se assim seus respectivos valores de Fecritico € Fealculados, COMO mostrados na Tabela
13.

Tabela 13. Valores de Fcarculado € Feriico para cada classe obtidos por ANOVA: 1 fator para o
comparativo entre os métodos fast e convencional.

Experimento n-Alcanos Olefinas Alcoois Cetonas Hopanoides Esteroides Esterenos

fast 50;100 1,3 1,9 0,1 0,4 0,4 0,1 0,1
fast 50;300 0,5 15 0,2 0,3 0,03 0,9 0,9
fast 60;200-1 1,3 1,0 6,1 3,8 0,4 10 0,06
fast 60;200-2 9,0 3,1 7,2 4,9 2,0 28 0,02
fast 60;200-3 1,7 0,1 0,04 0,2 2,6 3,9 0,6
fast 60;200-4 54 4,5 7,6 3,9 15 31 0,01
fast 70;100 11 0,5 0,1 0,3 0,01 0,2 0,2
fast 70;300 1,3 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 1,0
Feritico 2,7 2,9 2,7 2,7 2,8 2,9 3,2

O comparativo de contribuicbes em massa relativa das analises realizadas pelo
método fast com o método convencional (mostrado no tépico 5.1.2) resultou em perfis
semelhantes, mantendo-se a classe de &lcoois como mais abundantes e as e esterenos
como as menos abundantes. Entretanto, com a realizacdo da Analise de Variancia
(ANOVA) a 95% de confianca utilizando as concentragcoes dos analitos de cada classe
como variavel resposta, foi observado que algumas classes apresentaram valores de
Fealculado > Feritico quando analisadas em determinadas condi¢des (destacados em negrito).
Nesses casos ha rejeicdo da hipdtese nula (Ho). Dito isso, apenas os métodos fast
realizadas nas condicdes de 50 eV com 100 e 300 espectros s e 70 eV com 100 e 300

espectros s foram estatisticamente equivalentes ao método convencional para todas as
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classes, aceitando a hipotese nula (Ho), enquanto as andlises realizadas na condicéo de 60
eV e 200 espectros s rejeitaram a hipdtese nula (Ho) para algumas classes, ndo sendo
estatisticamente equivalentes ao método convencional para a quantificacdo dos

hidrocarbonetos.

5.2.3. Gréfico de Pareto e superficie de resposta: fast-GCxGC-TOFMS

Para o planejamento fatorial do tipo 22 com réplicas no ponto central utilizado, foi
utilizado como variavel resposta a relacdo sinal/ruido (S/N) das substancias em funcéo de
seus ions diagnosticos (1), seus ions moleculares (2) e da razdo entre (2)/(1), com a
avaliacao das classes de biomarcadores: esteroides (m/z 213 + 215) e hopanoides (m/z
191). As relacgBes sinal/ruido foram obtidas em cada um dos experimentos fast e
computadas no software Chemoface, onde foram inseridas a funcado de desejabilidade a
fim de se reestruturar todos os dados em uma nova variavel resposta para a construcao

dos gréficos de Pareto e de superficies de resposta.

Esteroides
(1) ion diagnostico (2) fon molecular razdo (2)/(1)
p=0.05 p=0105 p=005
Voltagem (eV)(X1) 0.1304 e 14075 | 62 0.18197
X172 1) lld[lﬂgﬁi 4 1) I0.12825 X152 0.08756
Taxa de aquisicao (espectros/s)pa) }1024&35 1 ) }G,UC'B‘EM : 1) .0s852
0 0 o1 015 0 005 o1 015 02 0 005 o1 015
Effect (absolute value) Effect (absolute value) Effect (absolute value)
n-Alcanos
(1) fon diagnostico (2) fon molecular razdo (2)/(1)
p=0.05 p=005 p=0.05

Voltagem (eV)(X1) b.06786 : X192 Fmssm H [*0) 0068685
X192 :|sm:-ma : <) %mmz : 02) }3 050035
Taxa de aquisicdo (espectros/s)(x2) |{0.00696 I(X1) :|U 007274 : X172 %Ddﬁﬂﬁ

0 005 01 015 02 025 03 0 002 004 006 008 01 012 0 005 01 015 02 025 03 035
Effect (absolute value) Effect (absolute value) Effect (absolute value)

Figura 11. Graficos de Pareto mostrando efeitos das variaveis sobre a resposta de esteroides e n-
alcanos.
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A partir da Figura 11 é possivel ter uma visualizacao clara dos efeitos de cada fator,
analisado: voltagem da fonte de ionizag&o (X1) e taxa de aquisigdo (X2); além do efeito do
fator de interacdo de segunda ordem dado pelo produto entre os efeitos principais (X1X2).
Observa-se que a maioria dos fatores apresentaram significancia abaixo de p=0,05, n&o
sendo, portanto, estatisticamente significativos. Desta forma n&o influenciam de maneira
positiva ou negativa para a relacdo sinal/ruido dos analitos. Com isso, observa-se que
somente para a avaliacdo da relacao sinal/ruido do ion diagnostico dos esteroides a variavel
X1 (voltagem da fonte de ionizacao) foi significativa a um nivel de significancia de 95% e
com tendéncia positiva, ja para os n-alcanos tanto as variaveis X1 e X2, quanto sua interacédo
X1X2 ndo foram significativas. As classes de hopanoides, esterenos, cetonas, olefinas e
alcoois seguiram a mesma tendéncia da classe de n-alcanos, podendo ser observadas no

Apéndice D.

Apos a avaliacdo das variaveis a partir dos graficos de Pareto, foram construidos
graficos de superficie de resposta usando um modelo linear de interagéo (Figura 12) com
o objetivo de se estabelecer as melhores condi¢des analiticas. Como visto anteriormente,
somente a voltagem da fonte de ionizacao foi estatisticamente significativa para a avaliacao
da relagéo sinal/ruido de esteroides tendo como fonte o ion diagndstico, desta forma ao se
observar os gréaficos da Figura 12, nota-se que ha uma resposta para melhores valores de
S/N em condi¢Ges experimentais de 70 eV e 300 espectros s, o mesmo pode ser
observado para as demais fontes de relacéo sinal/ruido avaliadas (ion molecular e razao)

e para a classe de hopanoides. Os demais graficos podem ser observados no Apéndice F.
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Figura 12. Superficie de resposta para voltagem da fonte de ionizacdo (eV) vs.taxa de aquisicdo
(espectros s?) para as classe de esteréides e hopanoides.

Os dados estatisticos para a construcéo da superficie de resposta referente aos ions
diagndsticos dos esteroides sdo mostrados na tabela 14 abaixo, a partir da qual se observa
gue o modelo linear de interacdo aplicado apresentou um valor de coeficiente de
determinacao (R?) elevado (~90%), além disso o comparativo entre os valores de F obtidos
com os valores tabelados indicam boa adequabilidade do modelo para a relacdo sinal/ruido
dos ions diagndsticos, de modo que como F>Ftapelado para a razao entre MSregressao/ M Sresiduos
h& rejeicdo da hipotese nula (Ho), sendo assim a variancia dos dados é descrita pela
regressao. Ja para a razdo MSrtaita de ajuste/MSero puro 0 Valor de F<Ftabelado, desta forma a
hipétese nula é aceita, o que implica que a grande parte da variancia dos dados é
relacionada ao experimento, e nao a falta de ajuste do modelo.
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Tabela 14. Parametros estatisticos para o modelo linear de interacéo relacionados a voltagem da
fonte de ionizacdo (X1) e a taxa de aquisigéo (X2) para a relacado sinal/ruido dos ions diagnésticos
da classe de esteroides.

b erro t p significativo
bo (X=1) 0,1562 0,1434 1,0897 0,3555 nao
Voltagem (X1) 0,003 0,0024 1,2566 0,2978 nao
Taxa de aquisicao (X2) -0,0011 6,42E-04 -1,6797 0,1916 nao
X1xX2 2,00E-05 1,06E-05 1,8993 0,1537 nao
SS DF MS F p
Regresséo 0,0217 3 0,0072 13,9534 0,0138
Residuos 0,0021 4 5,18E-04
Falta de ajuste 7,36E-04 1 7,36E-04 1,6505 0,2891
Erro puro 0,0013 3 4 46E-04
Total 0,0238 7
R2 0,9128 Feab (3;4) 6,59
R2? ajustado 0,8474 Fian (1;3) 10,13

SS = soma quadratica; DF = graus de liberdade; MS = média quadratica.

O estudo também permitiu a avaliacdo da amostra como um todo, selecionando-se
uma substancia de cada classe para a obtencdo do grafico de Pareto e superficie de
resposta: trisnorhopeno, colesterol, estigmastadieno, hexadecano, hexadeceno, cosanona
e heptadecanol. As relacdes sinal/ruido para os analitos em questédo foram obtidas em cada
um dos experimentos fast e computadas no software Chemoface, onde foram inseridas a
funcdo de desejabilidade a fim de se reestruturar todos os dados em uma nova variavel
resposta para a construcdo dos graficos de Pareto e de superficies de resposta, como
mostrados na Figura 13.
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Figura 13. Graficos de Pareto e superficie de resposta obtido para a variavel resposta relagéo sinal-
ruido obtida para os ions diagndsticos e ions moleculares para os analitos selecionados de cada
classe.

A partir dos gréficos de Pareto mostrados na Figura 13 é possivel ter uma
visualizacdo clara dos efeitos de cada fator, sendo eles os efeitos dos dois fatores
analisados: voltagem da fonte de ionizacdo (X1) e taxa de aquisi¢céo (Xz); além do efeito do
fator de interacdo de segunda ordem dado pelo produto entre os efeitos principais (X1X2),
A partir dos gréficos de Pareto, observa-se significancia estatistica apenas para avaliacao
da relacdo S/N dos ion diagndsticos, em que houve significancia estatistica para os efeitos
da voltagem da fonte de ionizacdo e de interacdo de segunda ordem. Em contrapartida,
tanto para a avaliacdo da relacdo sinal/ruido dos ions moleculares quanto para a razéo,

nenhum dos 3 fatores foram significativos.

A observacdo da inclinacdo das superficies de resposta mostradas em ambas as
figuras permite obter uma indicacdo da condicdo experimental cuja relacédo sinal/ruido
apresenta melhores valores, condizendo com o0 experimento realizado a uma taxa de
aquisicdo de 300 espectros s** em conjunto com uma voltagem da fonte de ionizacdo de 70

eV, o que também foi observado na avaliagdo individual das classes.
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Os resultados estatisticos para o modelo linear de interacdo sdo mostrados na tabela
15, indicando uma razoavell adequabilidade para a avaliacdo da relacdo sinal/ruido dos
ions moleculares como variavel-resposta, uma vez que para esse estudo foi obtido o valor
de R? aceitavel (0,797).
Tabela 15. Pardmetros estatisticos para o modelo linear de interacéo relacionados a voltagem da

fonte de ionizacdo (Xi1) e a taxa de aquisicdo (X2) para a relacao sinal/ruido dos ions diagndsticos
da classe de esteroides.

b erro t p significativo
bo(X=1) 0,4453 0,2543 1,7512 0,1782 nao
Voltagem (Xa) -0,0057 0,0042 -1,3651 0,2656 nao
Taxa de aquisicao (X2) -0,0034 0,0011 -2,9481 0,0601 nao
X1 X2 6,06E-05 1,87E-05 3,2396 0,0479 sim
SS DF MS F p
Regresséo 0,0343 3 0,0114 5,2478 0,0715
Residuos 0,0087 4 0,0022
Falta de ajuste 0,0045 1 0,0045 3,2256 0,1704
Erro puro 0,0042 3 0,0014
Total 0,0431 7
R2 0,7974 Fiab (3;4) 6,59
R2 ajustado 0,6455 Fian (1;3) 10,13

SS = soma quadratica; DF = graus de liberdade; MS = média quadrética.

A observacéo dos valores de F obtidos também indicam boa adequabilidade do
modelo linear de interacdo para a relacdo sinal-ruido dos ions moleculares, para a razao
MStalta de ajuste/MSerro puro 0 Valor de F<Fcriico, desta forma a hipétese nula é aceita, o que
implica que a grande parte da variancia dos dados é relacionada ao experimento, e ndo a
falta de ajuste do modelo.

A utilizacdo do software Chemoface permitiu o estudo das rela¢des sinal/ruido dos
ions diagnosticos e moleculares de diferentes substancias obtidas em cada método fast
pelo método da superficie de resposta com a utilizacdo da funcdo de desejabilidade,
indicando que a condicdo experimental para a obtencdo da melhor relacédo sinal/ruido do
ion diagndstico da classe de esteréides condiz com o método de 70 eV com 300 espectros

s'1, promovendo um ion mais significativo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A aplicacdo da técnica GCxGC-TOFMS para o estudo da caracterizacdo de um
sedimento superda Lagoa das Garcas pertencente ao Parque Nacional da Reserva de
Jurubatiba - RJ, permitiu a identificacdo e quantificacdo de substancias das classes de
hopanoides, esteroides, esterenos, olefinas, alcoois, cetonas e n-alcanos juntamente com
a avaliacdo de dois métodos: convencional com coluna de primeira dimensao de 30 m; e

fast com uma coluna de primeira dimenséo de 10 m.

A quantificacdo das substancias de cada uma das classes supracitadas por meio do
meétodo convencional realizada em triplicata mostrou que a classe mais abundante foi a de
alcoois correspondendo a cerca de 70% em massa de todos os analitos identificados,
seguido das classes de cetonas e olefinas, Além disso, foram obtidos os intervalos de
confianga (95% de confiabilidade) para cada uma das classes, juntamente com os valores
de desvio padrao relativo inferiores a 10%, indicando boa repetibilidade do método em

guestao.

Os parametros seletividade, eficiéncia e resolucdo cromatogréficas aferidos
permitiram observar que houve diminuicdo da resolugdo nas andlises fast-GCxGC em
relacdo ao método cromatografico convencional para alguns casos, entretanto, essa
diminuicdo ndo impactou na identificacdo dos compostos, uma vez que seletividade obtida
foi maior que 1 para todos 0s casos, além da obtenc@o de melhores valores de eficiéncia
para mais da metade dos analitos avaliados, indicando que o método fast-GCxGC
desenvolvido € adequado para analise de componentes organicos em sedimentos e pode

ser aplicado em estudos de geoquimica organica ambieltal.

A unido dos resultados das analises de variancia (ANOVA: 1 fator), que utilizou as
concentracfes das substancias como variavel resposta, com os resultados do método das
superficies de resposta, que teve como variavel resposta a relacdo sinal/ruido dos ions
moleculares, permite concluir que o método fast nas condicdes de 70 eV e 300 espectros
st proporciona uma melhor identificagcdo das substancias e seus respectivos ions
diagndsticos juntamente com uma maior equivaléncia estatistica ao método convencional

em relacdo as concentracdes obtidas para cada composto.
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7. CONCLUSOES

A analise de variancia das concentracdes das classes mostrou que o método em
guestao possui equivaléncia estatistica, com 95% de confianca, ao método convencional a
nivel de concentracdo, apresentando ainda bons valores de resolu¢cdo cromatografica,
eficiéncia e seletividade. Desta forma, o método fast otimizado, cujo tempo de analise é de
20 min, permitiu a identificacdo e quantificacdo das substancias das classes: hopanoides,
esteroides, esterenos, n-alcanos, olefinas, alcoois e cetonas; presentes em uma amostra
ambiental complexa, com uma maior confiabilidade analitica, sendo, portanto, adequado

para estudos de geoquimica organica molecular em matrizes ambientais como sedimentos.

Além disso, o método fast-GCxGC-TOFMS desenvolvido para analise de amostras
de sedimentos foi otimizado por um planejamento fatorial 22 com ponto central para
melhorar a sensibilidade de ions diagnosticos e moleculares de biomarcadores organicos.
As analises estatisticas por meio de gréficos de superficie de resposta e de Pareto
indicaram que houve melhora na relagcéo sinal/ruido de ions diagnosticos em condi¢des
experimentais de 70 eV e 300 espectros s, principalmente para a classe de esteroides,
para a qual houve maior significancia da variavel voltagem fonte de ionizacdo. Os graficos
também indicaram melhores relacdes sinal/ruido para ions moleculares e para as demais

classes nas mesmas condigbes experimentais.
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APENDICE

A. Cromatogramas obtidos por GCxGC-TOFMS no método convencional,
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B.

Cromatogramas obtidos por fast-GCxGC-TOFMS,
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C. Espectros de massas
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D. Gréficos de Pareto de cada classe

(1) ion diagnostico

Esteroides
(2) ion molecular

=005 p=0.05
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w2 [.040035 1) 0.12825 1
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(1)

fon diagnostico
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Cetonas
(2) ion molecular
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Olefinas
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E. Superficies de resposta de cada classe

(1) ion diagnostico

esteroides (S/N m/z 213 +215)
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Cetonas
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F. Detalhamento estatistico

Hopanoides
(1) ion diagnéstico: Coeficientes do Modelo
b erro t p significante
b0(X=1) 0.313 0.7411 0.4223 0.7013 nao
Voltagem (eV)(X1) -0.0043 0.0122 -0.3495 0.7498 nao
Taxa de aquisi¢ao ~
(espectros /s)&z) -0.0018 0.0033 -0.5548 0.6177 n3o
X1*X2 4.05E-05 5.46E-05 0.7423 0.5117 nao
SS DF MS F p
Regressao 0.0263 3 0.0088 0.2315 0.8704
Residuos 0.1516 4 0.0379
Falta de ajuste 0.1159 1 0.1159 9.7313 0.0525
Erro puro 0.0357 3 0.0119
Total 0.1779 7
R? 0.1479
R? ajustado -0.4911
(2) ion molecular: Coeficientes do Modelo
b error t p significante
b0(X=1) 0.3019 0.2649 1.1396 0.3372 nao
Voltagem (eV)(X1) -0.0047 0.0044 -1.0705 0.3629 n3o
Taxa de aquisi¢ao ~
(espectrog . &2) -0.0019 0.0012 -1.5719 0.214 ndo
X1*X2 3.73E-05 1.95E-05 1.9129 0.1517 nao
SS DF MS F p
Regressao 0.0143 3 0.0048 0.3658 0.7826
Residuos 0.052 4 0.013
Falta de ajuste 0.0475 1 0.0475 31.1978 0.0113
Erro puro 0.0046 3 0.0015
Total 0.0663 7
R? 0.2153
R? ajustado -0.3733
Razdo (2)/(1): Coeficientes do Modelo
b error t p significante
b0(X=1) 0.061 0.1623 0.3761 0.7319 nao
Voltagem (eV)(X1) -6.49E-04 0.0027 -0.2429 0.8238 nao
Taxa de aquisicao ~
(espectros/s)(X2) -2.47E-04 7.27E-04 -0.3403 0.7561 nao
X1*X2 4.29E-06 1.19€-05 0.359 0.7434 ndo
SS DF MS F p
Regressao 9.50E-05 3 3.17E-05 0.0619 0.9773
Residuos 0.002 4 5.12E-04
Falta de ajuste 3.34E-04 1 3.34E-04 0.5855 0.4998
Erro puro 0.0017 3 5.71E-04
Total 0.0021 7
R? 0.0444
R? ajustado -0.6723
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Esteroides

(1) ion diagndstico: Coeficientes do Modelo

b erro t p significante
b0(X=1) 0.1562 0.1434 1.0897 0.3555 nao
Voltagem (eV)(X1) 0.003 0.0024 1.2566 0.2978 nao
Taxa de aquisi¢ao ~
(espectros/s)(X2) -0.0011 6.42E-04 -1.6797 0.1916 n3o
X1*X2 2.00E-05 1.06E-05 1.8993 0.1537 nao
SS DF MS F p
Regressao 0.0217 3 0.0072 13.9534 0.0138
Residuos 0.0021 4 5.18E-04
Falta de ajuste 7.36E-04 1 7.36E-04 1.6505 0.2891
Erro puro 0.0013 3 4.46E-04
Total 0.0238 7
R? 0.9128
R? ajustado 0.8474
(2) ion molecular: Coeficientes do Modelo
b error t p significante
b0(X=1) -0.557 0.4145 -1.3439 0.2716 nao
Voltagem (eV)(X1) 0.0098 0.0068 1.4371 0.2462 n3o
Taxa de aquisi¢ao ~
(espectros/s)(X2) 0.0017 0.0019 0.9277 0.422 n3o
X1*X2 -1.70E-05 3.05E-05 -0.5561 0.6169 nao
SS DF MS F p
Regressao 0.0374 3 0.0125 3.4216 0.1328
Residuos 0.0146 4 0.0036
Falta de ajuste 0.0034 1 0.0034 0.9138 0.4096
Erro puro 0.0112 3 0.0037
Total 0.052 7
R? 0.7196
R? ajustado 0.5093
Razdo (2)/(1): Coeficientes do Modelo
b error t p significante
b0(X=1) -0.7093 0.3585 -1.9785 0.1423 nao
Voltagem (eV)(X1) 0.0122 0.0059 2.065 0.1309 n3o
Taxa de aquisicao ~
(espectros/s)(X2) 0.0034 0.0016 2.1095 0.1254 nao
X1*X2 -4.38E-05 2.64E-05 -1.6587 0.1957 nao
SS DF MS F p
Regressao 0.0355 3 0.0118 41131 0.1027
Residuos 0.0115 4 0.0029
Falta de ajuste 0.0031 1 0.0031 1.1266 0.3664
Erro puro 0.0084 3 0.0028
Total 0.047 7
R? 0.7552
R? ajustado 0.5716
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Esterenos

(1) ion diagndstico: Coeficientes do Modelo

b erro t p significante
b0O(X=1) 0.5124 0.6599 0.7764 0.4941 nao
Voltagem (eV)(X1) -0.0057 0.0109 -0.5266 0.6349 n3o
Taxa de aquisi¢ao ~
(espectros/s)(X2) -0.0043 0.003 -1.457 0.2412 n3o
X1*X2 6.95E-05 4.86E-05 1.4296 0.2482 nao
SS DF MS F p
Regressao 0.0468 3 0.0156 1.9026 0.2705
Residuos 0.0328 4 0.0082
Falta de ajuste 0.0044 1 0.0044 0.471 0.5418
Erro puro 0.0283 3 0.0094
Total 0.0795 7
R? 0.588
R? ajustado 0.2789
(2) ion molecular: Coeficientes do Modelo
b error t p significante
b0(X=1) -0.564 0.7059 -0.7991 0.4827 nao
Voltagem (eV)(X1) 0.009 0.0116 0.7758 0.4944 nao
Taxa de aquisi¢ao ~
(espectros/s)(X2) 0.002 0.0032 0.6374 0.5692 nao
X1*X2 -2.01E-05 5.20E-05 -0.3859 0.7253 nao
SS DF MS F p
Regressao 0.038 3 0.0127 1.5079 0.3412
Residuos 0.0336 4 0.0084
Falta de ajuste 0.0012 1 0.0012 0.1084 0.7637
Erro puro 0.0324 3 0.0108
Total 0.0715 7
R? 0.5307
R? ajustado 0.1788
Razdo (2)/(1): Coeficientes do Modelo
b error t p significante
b0(X=1) -1.0774 2.0408 -0.5279 0.6341 nao
Voltagem (eV)(X1) 0.0208 0.0336 0.6195 0.5795 n3o
Taxa de aquisicao ~
(espectros/s)(X2) 0.0105 0.0091 1.1466 0.3347 nao
X1*X2 -1.54E-04 1.50E-04 -1.0255 0.3806 nao
SS DF MS F p
Regressao 0.1959 3 0.0653 0.9525 0.4957
Residuos 0.2742 4 0.0685
Falta de ajuste 0.0033 1 0.0033 0.0364 0.8609
Erro puro 0.2709 3 0.0903
Total 0.47 7
R? 0.4167
R? ajustado -0.0208
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Olefinas

(1) ion diagndstico: Coeficientes do Modelo

b erro t p significante
b0(X=1) 0.0082 0.5982 0.0137 0.9899 nao
Voltagem (eV)(X1) 0.0035 0.0098 0.355 0.7461 n3o
Taxa de aquisi¢ao -
(espectros/s)(X2) -0.001 0.0027 -0.3884 0.7236 ndo
X1*X2 1.65E-05 4.40E-05 0.3741 0.7332 nao
SS DF MS F p
Regressao 0.0196 3 0.0065 0.6005 0.648
Residuos 0.0436 4 0.0109
Falta de ajuste 0.0203 1 0.0203 2.622 0.2038
Erro puro 0.0233 3 0.0078
Total 0.0633 7
R? 0.3105
R? ajustado -0.2066
(2) ion molecular: Coeficientes do Modelo
b error t p significante
b0(X=1) -0.026 0.4102 -0.0633 0.9535 nao
Voltagem (eV)(X1) -5.78E-04 0.0068 -0.0856 0.9372 nio
Taxa de aquisigao ~
(espectros/s)(X2) 1.58E-04 0.0018 0.0861 0.9368 nao
X1*X2 5.78E-06 3.02E-05 0.1915 0.8604 nao
SS DF MS F p
Regressao 0.0105 3 0.0035 1.1865 0.4204
Residuos 0.0118 4 0.0029
Falta de ajuste 8.25E-04 1 8.25E-04 0.2262 0.6669
Erro puro 0.0109 3 0.0036
Total 0.0222 7
R? 0.4709
R? ajustado 0.074
Razdo (2)/(1): Coeficientes do Modelo
b error t p significante
b0(X=1) 0.4975 1.8244 0.2727 0.8028 nao
Voltagem (eV)(X1) -0.0064 0.03 -0.2143 0.844 n3o
Taxa de aquisicao ~
(espectros/s)(X2) 0.0012 0.0082 0.1515 0.8892 nao
X1*X2 -1.77E-05 1.34E-04 -0.1316 0.9036 nao
SS DF MS F p
Regressao 0.0423 3 0.0141 0.2409 0.8641
Residuos 0.2341 4 0.0585
Falta de ajuste 0.0176 1 0.0176 0.2438 0.6554
Erro puro 0.2165 3 0.0722
Total 0.2764 7
R? 0.153
R? ajustado -0.4822
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n-Alcanos

(1) ion diagndstico: Coeficientes do Modelo

b erro t p significante
b0(X=1) 0.0546 0.6444 0.0847 0.9378 nao
Voltagem (eV)(X1) 0.002 0.0106 0.19 0.8615 n3o
Taxa de aquisi¢ao -
(espectros/s)(X2) -4.48E-04 0.0029 -0.1553 0.8864 ndo
X1*X2 6.89E-06 4.74E-05 0.1452 0.8937 nao
SS DF MS F p
Regressao 0.0048 3 0.0016 0.1431 0.929
Residuos 0.0451 4 0.0113
Falta de ajuste 0.0181 1 0.0181 2.0136 0.251
Erro puro 0.027 3 0.009
Total 0.05 7
R? 0.0969
R? ajustado -0.5804
(2) ion molecular: Coeficientes do Modelo
b error t p significante
b0(X=1) 0.1792 0.2544 0.7043 0.532 nao
Voltagem (eV)(X1) -0.0024 0.0042 -0.5635 0.6125 nio
Taxa de aquisigao ~
(espectros/s)(X2) -5.28E-04 0.0011 -0.4632 0.6748 nao
X1*X2 9.98E-06 1.87E-05 0.5329 0.6311 nao
SS DF MS F p
Regressao 6.54E-04 3 2.18E-04 0.161 0.9173
Residuos 0.0054 4 0.0014
Falta de ajuste 0.0012 1 0.0012 0.8589 0.4224
Erro puro 0.0042 3 0.0014
Total 0.0061 7
R? 0.1077
R? ajustado -0.5614
Razdo (2)/(1): Coeficientes do Modelo
b error t p significante
b0(X=1) 0.5828 0.7035 0.8284 0.4682 nao
Voltagem (eV)(X1) -0.0078 0.0116 -0.6715 0.55 n3o
Taxa de aquisicao ~
(espectros/s)(X2) -0.0011 0.0032 -0.3342 0.7602 nao
X1*X2 2.17E-05 5.18E-05 0.4193 0.7032 nao
SS DF MS F p
Regressdo 0.0091 3 0.003 0.3293 0.8058
Residuos 0.0369 4 0.0092
Falta de ajuste 0.0047 1 0.0047 0.4358 0.5563
Erro puro 0.0322 3 0.0107
Total 0.046 7
R? 0.1981

R? ajustado -0.4034




Alcoois

(1) ion diagndstico: Coeficientes do Modelo

b erro t p significante
b0(X=1) -0.6009 0.5331 -1.127 0.3417 nao
Voltagem (eV)(X1) 0.0123 0.0088 1.403 0.2552 n3o
Taxa de aquisi¢ao -
(espectros/s)(X2) 9.22E-04 0.0024 0.3863 0.725 ndo
X1*X2 -1.84E-05 3.92E-05 -0.4699 0.6704 nao
SS DF MS F p
Regressao 0.0325 3 0.0108 2.1393 0.238
Residuos 0.0202 4 0.0051
Falta de ajuste 0.0018 1 0.0018 0.2843 0.6309
Erro puro 0.0185 3 0.0062
Total 0.0527 7
R? 0.616
R? ajustado 0.3281
(2) ion molecular: Coeficientes do Modelo
b error t p significante
b0(X=1) 0.1019 0.1187 0.8582 0.4539 nao
Voltagem (eV)(X1) -0.0013 0.002 -0.6698 0.5509 nio
Taxa de aquisigao ~
(espectros/s)(X2) -3.68E-04 5.32E-04 -0.6931 0.5381 nao
X1*X2 6.82E-06 8.74E-06 0.78 0.4923 nao
SS DF MS F p
Regressao 2.53E-04 3 8.43E-05 0.2492 0.8585
Residuos 0.0014 4 3.38E-04
Falta de ajuste 4.36E-04 1 4.36E-04 1.4274 0.318
Erro puro 9.17E-04 3 3.06E-04
Total 0.0016 7
R? 0.1575
R? ajustado -0.4744
Razdo (2)/(1): Coeficientes do Modelo
b error t p significante
b0(X=1) 0.6442 0.8454 0.762 0.5015 nao
Voltagem (eV)(X1) -0.0098 0.0139 -0.7023 0.5331 n3o
Taxa de aquisicao ~
(espectros/s)(X2) -0.0014 0.0038 -0.3745 0.7329 nao
X1*X2 2.65E-05 6.22E-05 0.4252 0.6993 nao
SS DF MS F p
Regressao 0.012 3 0.004 0.3431 0.7969
Residuos 0.0466 4 0.0116
Falta de ajuste 1.03E-04 1 1.03E-04 0.0066 0.9402
Erro puro 0.0465 3 0.0155
Total 0.0586 7
R? 0.2047
R? ajustado -0.3918
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Cetonas

(1) ion diagndstico: Coeficientes do Modelo

b erro t p significante
b0(X=1) 0.4138 0.9594 0.4313 0.6954 nao
Voltagem (eV)(X1) -0.0058 0.0158 -0.3686 0.7369 n3o
Taxa de aquisi¢ao -
(espectros/s)(X2) -0.0035 0.0043 -0.8254 0.4697 ndo
X1*X2 7.29E-05 7.06E-05 1.0327 0.3777 nao
SS DF MS F p
Regressao 0.0796 3 0.0265 0.9048 0.5133
Residuos 0.1173 4 0.0293
Falta de ajuste 0.0574 1 0.0574 2.8777 0.1884
Erro puro 0.0599 3 0.02
Total 0.1969 7
R? 0.4043
R? ajustado -0.0426
(2) ion molecular: Coeficientes do Modelo
b error t p significante
b0(X=1) 1.8497 2.1754 0.8503 0.4577 nao
Voltagem (eV)(X1) -0.028 0.0358 -0.7809 0.4918 nio
Taxa de aquisigao ~
(espectros/s)(X2) -0.0095 0.0097 -0.9735 0.4021 nao
X1*X2 1.67E-04 1.60E-04 1.0438 0.3733 nao
SS DF MS F p
Regressao 0.1357 3 0.0452 0.4396 0.7373
Residuos 0.4117 4 0.1029
Falta de ajuste 0.1039 1 0.1039 1.0126 0.3884
Erro puro 0.3078 3 0.1026
Total 0.5474 7
R? 0.2479
R? ajustado -0.3161
Razdo (2)/(1): Coeficientes do Modelo
b error t p significante
b0(X=1) 1.0099 1.2026 0.8398 0.4627 nao
Voltagem (eV)(X1) -0.0144 0.0198 -0.7274 0.5196 n3o
Taxa de aquisicao ~
(espectros/s)(X2) -0.0044 0.0054 -0.8149 0.4748 nao
X1*X2 7.37E-05 8.85E-05 0.8325 0.4662 nao
SS DF MS F p
Regressao 0.0218 3 0.0073 0.2022 0.89
Residuos 0.1439 4 0.036
Falta de ajuste 0.0498 1 0.0498 1.5896 0.2965
Erro puro 0.0941 3 0.0314
Total 0.1657 7
R? 0.1317
R? ajustado -0.5196
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Amostra (1 analito de cada classe)

(1) ion diagndstico: Coeficientes do Modelo

b erro t p significante
b0(X=1) 0.4453 0.2543 1.7512 0.1782 ndo
Voltagem (eV)(X1) -0.0057 0.0042 -1.3651 0.2656 nao
Taxa de aquisigao ~
(espectros/s)(X2) -0.0034 0.0011 -2.9481 0.0601 nao
X1*X2 6.06E-05 1.87E-05 3.2396 0.0479 sim
SS DF MS F p
Regressao 0.0343 3 0.0114 5.2478 0.0715
Residuos 0.0087 4 0.0022
Falta de ajuste 0.0045 1 0.0045 3.2256 0.1704
Erro puro 0.0042 3 0.0014
Total 0.0431 7
R? 0.7974
R? ajustado 0.6455
(2) ion molecular: Coeficientes do Modelo
b error t p significante
b0(X=1) 0.1263 0.1186 1.0641 0.3654 nao
Voltagem (eV)(X1) -0.0018 0.002 -0.9116 0.4292 nio
Taxa de aquisigao ~
(espectros/s)(X2) -0.001 5.31E-04 -1.9627 0.1445 nao
X1*X2 1.82E-05 8.74E-06 2.0786 0.1292 nao
SS DF MS F p
Regressao 0.0028 3 9.25E-04 3.6943 0.1196
Residuos 0.001 4 2.50E-04
Falta de ajuste 8.61E-05 1 8.61E-05 0.2821 0.6321
Erro puro 9.16E-04 3 3.05E-04
Total 0.0038 7
R? 0.7348
R? ajustado 0.5359
Razdo (2)/(1): Coeficientes do Modelo
b error t p significante
b0(X=1) 0.1694 0.2342 0.7233 0.5218 nao
Voltagem (eV)(X1) -0.0019 0.0039 -0.4954 0.6543 n3o
Taxa de aquisicao ~
(espectros/s)(X2) -0.001 0.001 -0.9826 0.3982 nao
X1*X2 1.60E-05 1.72E-05 0.9295 0.4212 nao
SS DF MS F p
Regressao 0.0019 3 6.29E-04 0.6669 0.615
Residuos 0.0038 4 9.44E-04
Falta de ajuste 2.09E-04 1 2.09E-04 0.1755 0.7035
Erro puro 0.0036 3 0.0012
Total 0.0057 7
R? 0.3334
R? ajustado -0.1665
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ANEXO
Fonte: LAPPONI, 2005

Distribuicao t

Intervalo de Confianga
Duas caudas B0% 0% 95% PEY 99,00% 99,90%
Uma cauda 0% 5% B2 L] 99, 50% 99,95%
Mivel de significancia

Duas caudas 0,20 0,10 0,05 0,02 0,01 0,001
Uma cauda 0,10 0,05 0,025 0,01 0,005 0,0005
gl.=1 3,078 6,314 12,706 31,821 63,656 636,578
2 1,886 2,920 4,303 6,965 9,925 31,600
3 1,638 2,353 3,182 4,541 5,841 12,924

4 1,533 2132 2,776 3,747 4,604 8,610

5 1,476 2,015 2,571 3,365 4,032 6,869

& 1,440 1,943 2,447 3,143 3,707 5,959

7 1,415 1,895 2,365 2,998 3,499 5,408

8 1,397 1,860 2,306 2,896 3,355 5,041

9 1,383 1,833 2,262 2,821 3,250 4,781

10 1,372 1812 2,228 2,764 3,169 4,587

11 1,363 1,796 2,20 2,718 3,106 4,437

12 1,356 1,782 2,179 2,681 3,055 4,318

13 1,350 1,771 2,160 2,650 302 4,221

14 1,345 1,761 2,145 2,624 2977 4,140

15 1,341 1,753 2,131 2,602 2,947 4,073




Fonte: LAPPONI, 2005

Distribuicao F
Nivel de signilicincia: 0,05
Graus de liberdade: Numerador (colunas) ¢ Denominador (linhas)

1 F 3 4 5 & F ] 9 10 L 12 15 20 25
1 161 192 | 216 225 230 | 234 235 | 239 | 244 242 243 244 244 248 | 249
2 T851 | 19,00 [ 19,16 | 1925 | 19,30 [ 19,33 | 19,35 [ 19,37 | 19,38 | 1940 | 1940 | 1947 | 1943 | 19,45 | 19,46
3 10013 | 955 | 928 | 212 | 901 | 894 | 6 8% | 885 | 881 | 879 | B76 | 674 | 870 | 866 | 863
4 A7 | 6594 | 659 | 6,39 | 6,26 | 6,16 | 609 | 604 | 600 | 596 | 594 | 591 | 586 | 580 | 577
5 G661 | 5,79 | 541 | 519 | 505 | 495 | 488 | 462 | 477 | 4.74 | 4,70 | 4,68 | 4,62 | 456 | 4,52
& 599 | 504 | 476 | 4,53 | 439 | 428 | 421 | 4,15 | 400 | 4,06 | 4,03 | 4,00 | 394 | 387 | 3,63
F 559 | 474 | 435 | 402 | 397 | 387 | 309 | 3,73 | 366 | 3,64 | 360 | 357 | 3,51 344 | 340
8 532 | 446 | 407 | 384 | 369 | 358 | 350 | 344 | 3,39 | 3,35 | 3,31 | 328 | 322 | 315 | 30
9 512 | 426 | 386 | 3,63 | 348 | 337 | 329 | 323 | 306 | 304 | 310 | 307 | 300 | 294 | 2BY
1o 496 | 400 | 3,71 | 348 | 333 | 322 | 304 | 307 | 302 | 298 | 294 | 291 | 285 | 277 | 273
11 484 | 396 | 3,59 | 3,36 | 320 | 300 | 300 | 295 | 290 | 285 | 282 | 7% | 272 | 265 | 260
12 4,75 | 3,89 | 349 | 3,26 | 3071 | 300 | 291 | 2,85 | 280 | A75 | 272 | 269 | 262 | 254 | 2,50
13 467 | 3,81 | 340 | 318 | 303 | 292 | 283 | 277 | 200 | 267 | 263 | 260 | 253 | 246 | 241
14 460 | 3,74 | 334 | 3001 | 296 | 285 | 276 | 270 | 265 | 260 | 257 | 253 | 246 | 239 | 234
15 454 | 366 | 3,29 | 306 | 290 | 279 | 2.7 | 264 | 259 | 254 | 251 | 248 | 240 | 233 | 228
16 449 | 363 | 324 | 300 | 285 | 274 | 266 | 259 | 254 | 249 | 246 | 242 | 2,35 | 228 | 223
17 445 | 359 | 320 | 296 | 281 | 200 | 261 | 255 | 249 | 245 | 241 | 238 | 231 | 223 | 218
18 441 | 355 | 306 | 293 | 277 | 266 | 258 | 251 | 246 | 241 | 237 | 234 | 227 | 2.0% | 2,14
Lk 438 | 3,52 | 303 | 290 | 274 | 263 | 254 | 248 | 242 | 238 | 234 | 231 | 223 | 216 | 211
20 4,35 | 349 | 300 | 287 | 271 | 260 | 251 | 245 | 239 | A35 | 231 | A28 | 220 | 212 | 207
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